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総 合 要 旨
栃木県産米の品質向上と原種，および原々種の混種防止を目的として，栃木県奨励品種
を中心に酒米品種を含む合計 品種について， 分析により 種類の マーカ20 RAPD 9 DNA
ーを用いた品種識別技術を確立した．
同様にして，栃木県の奨励品種および有望視している品種を中心に関東周辺地域に作付
けされているコムギ 品種を 分析による 種類の マーカーで，二条・六条17 RAPD 6 DNA
・裸オオムギを含むオオムギ 品種については 種類の マーカーで，識別する技19 9 DNA









タン 品種，合計 品種について 分析を行ったところ，同一品種内での変異も10 24 RAPD
みられたが，品種間の分類が可能であった．クラスター分析によると，栃木県由来の品種
間では近縁関係が極めて近く，県外や海外からの導入品種は近縁関係が遠いことが示唆さ





種を中心に，栃木県育成の有望品種栃木 号，および栃木酒 号等，合計 品種につ7 14 20
いて，安価で簡易な 分析のみによる品種識別技術を確立した．これらの品種識別RAPD
は 種類のランダムプライマーを用いて を増幅した後， ％アガロースゲルで電7 DNA 1.5
気泳動を行い，エチジウムブロマイド溶液で染色後に現れた 種類の マーカーの多9 DNA
型を比較することで可能であった．
２．関東周辺地域に作付けされているコムギ主要 品種について 分析による品種17 RAPD




RAPD 6 9いて 分析による品種識別技術を開発した． 種類のランダムプライマーで現れた
種類の マーカーの多型を確認することで識別が可能であった．DNA
４． 年育成の古い品種である小麦農林 号は原種の採種地によりわずかに 多1945 61 DNA
7 35 DNA型が認められた 近年育成の水稲栃木 号や二条オオムギ関東二条 号の系統間に．
多型は認められず，固定しているものと考えられた．








0.581 0.904 0.511 0.892相関係数は ～ ，遺伝的距離と近縁係数の間の相関係数は－ ～－
であった．
７．同様にオオムギ品種では，同一のマーカー数と近縁係数の間の相関係数は ～0.731









種を含むユウガオ 品種とヒョウタン 品種，合計 品種について 分析を用14 10 24 RAPD



















栃木県における水稲の生産は， 年度で作付面積が約 ，作況指数は で2003 65300ha 92
あったものの収穫量は あり，本県農業産出額の ／ を占める基幹作物となっ316700t 1 3
ている (栃木県農務部 )．品種の構成は良食味であるコシヒカリが約 割，次いで2004a 8
7 4県南を中心に縞葉枯病抵抗性の月の光が ％，ひとめぼれ・あさひの夢がそれぞれ約
％となっている．栃木県農業試験場では 年から水稲品種の育種を開始し， 年1987 1995
には県南地域向きの縞葉枯病抵抗性で良食味の品種，晴れすがたを育成した (大谷ら
)．また， 年 月に早生で良食味な栃木 号 (後のなすひかり)を， 月には1996 2004 2 7 10
酒造好適米の栃木酒 号 (後のとちぎ酒 ) を品種登録出願した．14 14
一方で，近年消費者の安全性に対する関心や健康志向の高まりにより，農林物資の規格
化および品質表示の適正化に関する法律が改正される (改正 法) とともに，農林水JAS
産大臣が制定した品質表示基準に従った表示を義務付ける品質表示基準制度が充実・強化
． ， ，された さらに 栃木県の種子更新率は 年産では ％と米の主産県としては低く2002 63
この向上が流通業者から求められており，県としては種子更新率 ％を目標に掲げて100
いる (栃木県農務部 )．しかし，これら品種数の増加や種子更新率の向上は原々種2004a




DNA 1997 Randam Amplifiedイネの品種識別のための マーカーの開発は大坪ら ( ) が
( ) 分析を用いて国内作付け上位 品種を識別した．その後，Polymorphic DNA RAPD 10
赤木 ( ) は ( ) 分析が近縁品種の識別に有効である2000 Simple Sequence Repeats SSR
としている．大坪ら ( ) は 分析によって得られた品種識別に好適なバンドを2002 RAPD





栃木県のムギ類生産は， 年産から増加しており， 年産の作付面積は作付けの2000 2003
無い裸ムギを除いた 麦計で ，収穫量は であり，ムギ類は本県農業の重3 15800ha 62000t
要な土地利用型作物となっている．麦種別に見ると，コムギでは 年には作付面積が1997
2130ha 8690t 2003 2540ha 9860t，収穫量が であったが， 年には作付面積が ，収穫量が
に増加した．六条オオムギは主に主食や麦茶用であり， 年には作付面積がわずか1995
，収穫量が であったが， 年には作付面積が ，収穫量が ま61ha 261t 2003 2370ha 10100t
で増加した．二条オオムギは主にビール醸造用であり， 年に作付面積が ，1999 9320ha
収穫量が まで落ち込んだが， 年には ， まで回復した．この33400t 2003 10900ha 42000t
ように，減少傾向であったムギ類の生産は，生産者と実需者が共存共栄し 国民の理解が,
得られるような麦作振興方策と麦関連産業の発展の方向を見出し，消費者ニーズに適切に













． ，号 (後のシルキースノウ) を新たに奨励品種に採用した 醸造用二条オオムギについては
年にスカイゴールデンを奨励品種に採用した (谷口ら )．さらに醸造適性の高2000 2001





コムギにおいてはいままではオーストラリア産スタンダードホワイト ( ) に近い製ASW
麺適性を持つ品種を中心に選定してきたが，麺の食感の優れる低アミロース品種や，また
硬質である醤油醸造用および製パン用コムギ品種が採用されてきている．これらの情勢か
， ， ．ら 今後 ムギ類の簡便で正確な品種識別技術に対する要望は高まってくると考えられる
国においても， 年度の「農林水産研究基本計画」では，農林水産物・食品の信頼確2005
保に資する技術の開発の一つに生産地・品種・生産方法等を含む表示事項の真偽判別技術
の開発を掲げ， 年度の期別達成目標として マーカーによる品種または種子の2010 DNA
簡易迅速判別技術を確立するとしている．
DNA Turuspekovしかし 国内ムギ類品種の マーカーを利用した品種識別については， ，
ら ( ) が主要精麦用オオムギで 分析を，内村ら ( ) が二条オオムギで2001 SSR 2004a
( ) 分析を行っているに過ぎない．コムCleaved Amplified Polymorphic Sequence CAPS
ギでは内村ら (注：平成 年度福岡県農業総合試験場成果情報) が福岡県内の主要 品12 4
種について 分析で実施しているのみである．RAPD



















における距離を求め，遺伝的相似度を算出する方法である． ら ( ) はコムギSmile 2002
を用いて遺伝的距離と品種の系譜図からみた祖先の共通な割合とを比較し，良く一致した















一つである．その歴史は古く諸説があるが， 年に江州 (滋賀県) 水口の城主であっ1712
た鳥居伊賀守忠英が，下野国の壬生城に封ぜられてから栽培されるようになったというの
． ， ，が通説である (農山漁村文化協会 ) 近年では 年の をピークとして1989 1978 3040ha
生産者の高齢化，輸入量の増大，食生活の変化による消費の減少等により減少し 年1999












Lagenariaウリ科のユウガオ属に属しているユウガオを，牧野 ( ) はユウガオ (1989
( ) ( ) )，その変種であsiceraria hispidaMolina Standley var. Thunb. ex Murray Hara
L. siceraria gourda L.るヒョウタン ( ( ) ( ) )，フクベ (Molina Standley var. Ser. Hara





実施している栃木県農業試験場栃木分場においてもユウガオ ( )L. siceraria hispidavar.
とヒョウタン ( ) の２つに分類している．L. siceraria gourdavar.
一方，分子生物学の急激な進歩にともない， マーカーを利用した品種識別が盛んDNA
に行われているが，ユウガオについて マーカーにより分類した例はまだ無く，DNA



















イネの品種識別のための マーカーの開発は大坪ら ( ) が 分析を，赤DNA 1997 RAPD
2000 SSR 2000 Restriction Fragment Length木 ( ) は 分析を行っている．河野ら ( ) は
Polymorphism RFLP RAPD SSR Amplified Fragment Length( )分析， 分析， 分析，
( ) 分析について日本型品種の多型検出頻度を比較している．多型Polymorphism AFLP
検出頻度は 分析， 分析で高く，これらの組み合わせが連鎖解析手法には有効SSR RFLP
で，日本型品種識別には検出操作の容易な 分析や 分析が有用で特に 分SSR RAPD AFLP













供試品種は粳品種では品種登録申請中の雑種代 代である栃木 号の 系統，栃木県15 7 5
奨励品種のひとめぼれ，晴れすがた，コシヒカリ，アキニシキ，月の光，あさひの夢，有
望系統である栃木 号・ 号，茨城県の奨励品種であるキヌヒカリ，ゆめひたち，日本13 15





( ) の抽出2 DNA
の抽出はポットに栽培したイネの生葉身から 抽出キットDNA PhytoPure DNA
( 社) 抽出キット (東洋紡績株式会社)Amersham MagExtractor -Plant Genome- DNA，
およびスモールスケール 法 ( ) の 種類の方法を用CTAB Murray and Thompson 1980 3
いて試みた．
( ) 条件の検討3 PCR
始めに適正なアニーリング温度の検討を行った．コシヒカリの ／μＬを鋳DNA10ng
型とし， 反応液はランダムプライマー (オペロン社) μＭを μＬ，PCR OPB18 7.8 0.8
混合液 ｍＭ (タカラバイオ社) を μＬ，反応バッファー (タカラバイオ社)dNTP 2.5 1
．を μＬおよび (タカラバイオ社) に滅菌蒸留水を加え μＬとした1.25 rTaq 0.5 unit 12
条件は，サーマルサイクラー － ( 社) をPCR DNA Engine Tetrad PTC 225 MJ Japan
用い，熱変性を ℃で 分後， ℃で 分間，アニーリングを 分間， ℃で 分間94 3 94 1 1 72 2
を サイクルとして サイクル行い，伸長反応を ℃で 分間行った．アニーリング1 40 72 2
は ℃から ℃間で温度勾配を付けて検討した．増幅した は ％アガロースゲ35 46 DNA 1.5
ルを用い Ｖの電圧で約 分間の電気泳動を行った．電気泳動後のアガロースゲルを100 90
エチジウムブロマイド溶液で 分間染色後，デンシトグラフ － － (アトー30 AE 6920 FX
社) により 増幅産物の確認を行った．DNA
- -13
次に，鋳型 の適正な濃度を検討した．栃木 号 系統の を鋳型とし，濃度DNA 7 1 DNA
50 25 20 10 5ng OPB18 OPM2 OPM11を ／μＬとした ランダムプライマーは， ， ， ， ． ， ，
(オペロン社) を使用した． 反応液および条件は前述と同様とし，アニーリング温度PCR
は ℃とした．その後の処理も同様に行い， 増幅産物の確認を行った．44 PCR
( ) 法による品種識別4 RAPD
プライマーは大坪ら ( ) ，吉橋ら ( ) および滋賀県の成績等 (森ら )1997 1999 2001
を参考に多型の見られた プライマーを選定した． プライマーは 量体 (オペロン23 20 10
社) ， プライマーは 量体 (日本ジーン社) である． 条件は前述の結果から得ら3 12 PCR
れた最も有効な条件で行った．その後の処理は前述と同様に電気泳動後，エチジウムブロ
マイド溶液で染色し，デンシトグラフ － － (アトー社) により 増幅産AE 6920 FX PCR
物の確認を行った． 増幅バンドの有無による 多型を検出して品種識別を行っPCR DNA
た．
結 果
3 DNA MagExtractor -Plant種類の 抽出法を比較すると，電気泳動の結果から
Genome- DNA DNA 1抽出キットを用いて抽出した が収量が多く純度も高かった (第
PhytoPure DNA Extractor -Plant Genome- DNA図， 抽出キットのデータ略)．そこで，
抽出キットの説明書にそって前処理を行い，同社製自動核酸抽出装置 ( ) を用MFX-2000
いて抽出を行った．
次いで，適正な 条件を検討した．サーマルサイクラーのグラジエント機能を使用PCR
， ． ， ， ，し アニーリング温度を ℃から ℃まで温度勾配をつけた 温度は35 46 35.0 35.3 35.9
， ， ， ， ， ， ， ， ℃となった．その温度条件で増36.8 38.1 39.7 41.6 43.1 44.3 45.1 45.8 46.0
幅した 増幅産物を電気泳動した結果を第 図に示した． ℃では 以上にDNA 2 35.0 1000bp
ミスマッチと思われる薄いバンドが幾つか見られる．これらのバンドは温度が高くなるに
つれて薄くなり， ℃でほとんど見えなくなった．逆に ℃から 付近と39.7 41.6 900bp
- -14
抽出キットを用いて抽出した ．MagExtractor -Plant Genome- DNA DNA
スモールスケール 法 ( )を用いて抽出した ．CTAB Murray and Thompson 1980 DNA
第１図 水稲の生葉身から異なる方法で抽出した ．DNA
1 Him 200ng/ L 2 Him 100ng/ L 3 Himレーンは左から λ ： μ λ ： μ λ． ， ． ， ．ⅠⅠⅠ ⅠⅠⅠ
：ⅠⅠⅠ
40ng/ L 4 Him 20ng/ L 5 7 1 6 7 2 7 7μ ， ．λ ： μ ， ．栃木 号－ ， ．栃木 号－ ， ．栃木ⅠⅠⅠ
号－ ， ．栃木 号－ ， ．栃木 号－ ， ．ひとめぼれ， ．晴れすがた， ．コ3 8 7 4 9 7 5 10 11 12
シヒカリ， ．アキニシキ， ．月の光， ．あさひの夢．13 14 15
泳動した各品種の 量は μ ．DNA 1 L
- -15
℃












DNA 3 50 25 20 10 5ngた 鋳型 の濃度では用いた プライマーとも同様の傾向を示し． ， ， ， ，
／μＬと濃度が薄くなるにつれて増幅したバンド数は増加し明瞭となった (第 図) ．3
品種識別マーカー開発のために供試した プライマーの内， プライマーで増幅がみ23 22
178 DNA 13られ 合計 バンドが検出できた これらのバンドの内 多型が認められたのは， ． ，
． ，プライマーで バンドあった 多型が認められたランダムプライマーについては25 DNA
最低 回 多型を再確認した．その結果，明瞭かつ再現性の高い多型を マーカ2 DNA DNA
DNA 12 17 1ーとした．得られた マーカーは プライマーにおいて 種類に絞られた (第
DNA 7 178表)．これらの マーカーにおいて栃木 号の系統間で多型は見られなかった．
マーカーで多型が見られなかったことから，ほぼ固定していると推察された．そこで，栃
木７号に関しては系統毎ではなく，栃木 号として表示した．7
これらの 種類の マーカーの内，プライマー を用いて増幅した の17 DNA OPD2 800bp
マーカーと で増幅した の マーカーで得られた多型は同じであっDNA A09 1600bp DNA
た．プライマー の で得られた多型は美山錦にのみ出るポジティブな品種特異A03 810bp
OPM2 1000bp 15 DNA的マーカーであった．また， の で得られた多型は栃木 号のみに
マーカーが現れないネガティブな特異的マーカーであった．さらに， ， ，OPB1 OPB18
OPC9 OPD2 OPD3 OPG6 OPS13 7 9， ， ， ， の 種類のランダムプライマーで増幅された
マーカーを用いることによって，供試した 品種すべてを識別することができた (第４20
図)．第 表に○印を付けて示したのがこれらのプライマーおよび マーカーの長さ1 DNA
である．また， プライマーの塩基配列を第 表に示した．7 2
考 察
従来，アニーリングは ～ ℃で行われている例が多いが，まず， ℃から ℃36 40 35 46




識別セット ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
プライマー名 OPB1 OPD3 OPG13 OPM2 OPS13 A03 A09
ﾏｰｶｰ長(bp) 500 1100 2200 1200 430 980 800 1200 1000 800 2200 980 650 1000 1800 810 1600
栃木7号 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1
ひとめぼれ 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1
晴れすがた 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1
コシヒカリ 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0
アキニシキ 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0
月の光 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1
あさひの夢 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1
栃木１３号 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1
栃木１５号 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1
キヌヒカリ 1 0 0 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1
ゆめひたち 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0
日本晴 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0
ゴロピカリ 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1
朝の光 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1
栃木酒１４号 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 1
五百万石 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1
ひとごこち 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1
美山錦 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1
山田錦 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0
若　水 1 0 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1
DNA多型の現れたマーカーの品種毎の有無を０ (バンド無し)，１ (バンド有り)で示した．
○印は20品種の識別に必要なマーカーを示している．
OPG6OPB18 OPC9 OPD2 OPG5
- -18
20 DNA.第４図 供試した水稲 品種を識別できる７種類のランダムプライマーで検出される
図の下にランダムプライマー名を示す．図はいずれも左のレーン 番目から， サイズマーカ1 1.
ー ( )， 栃木 号 ， 栃木 号 ， 栃木 号 ， 栃木 号 ， 栃木200bp DNA ladder 2. 7 -1 3. 7 -2 4. 7 -3 5. 7 -4 6.
７号 ， ひとめぼれ， 晴れすがた， コシヒカリ， アキニシキ， 月の光， あさひ-5 7. 8. 9. 10. 11. 12.
の夢， 栃木 号， 栃木 号， キヌヒカリ， ゆめひたち， 日本晴， ゴロピ13. 13 14. 15 15. 16. 17. 18.












1 0 0 0
10 0 0
1 0 00
1 0 0 0
10 0 0












ンは明瞭となった．以上の結果から，鋳型 は ／μＬとし， 条件は熱変性DNA 5ng PCR
94 3 94 1 44 1 72 2 1を ℃で 分後， ℃で 分間，アニーリングを ℃で 分間， ℃を 分間で
サイクルとして サイクル行い，伸長反応を ℃で 分間行うのが最も好適な条件で40 72 2
あると考えられた．以後，すべての はこの条件で実施した．PCR
本論文では， 分析のみを用いて栃木県水稲優良品種を識別できるマーカーの組RAPD
合せを見出した．イネ品種の識別法としては， 分析の他に 分析， 分析RAPD RFLP SSR
および 分析等が実施されている．将来的に採種担当者および農業協同組合関係者AFLP
等の現場での利用を前提として考えた場合，操作方法の簡易性および安全性を考慮する必






マーカーの長さは から までである．そこで，本研究ではこれらの長DNA 400bp 2400bp
．さの マーカーを検出するのに最も適していると考えられる 分析を採用したDNA RAPD
分析を用いたイネの品種識別法は，大坪ら ( ) や小笠原･高橋 ( ) によRAPD 1997 2000
って確立されている．しかし，栃木県育成品種については知見が無い．そこで，筆者は栃
木県内で生産されている，または生産される可能性の高い品種について 分析を適RAPD
用した．大坪ら ( ) は当初， 品種を識別するために プライマーを検討した．1997 10 600







なく， 分析， 分析等も実施する必要性が考えられる．また，イネで使用してAFLP SSR
いる例は少ないが，イチゴ ( ら ) やオオムギ (内村ら ) の品種識別Kunihisa 2003 2004
CAPS Fernándezに利用されている 分析や 品種識別を目的とはしていないがオオムギ (，
2002 Cekic 2001 Inter-Simple Sequence Repeatら ) やイチゴ ( ら ) で用いられている
( ) 分析も有効な手法と思われる．ISSR
本論文では を 抽出キットを用いて生葉身かDNA MagExtractor -Plant Genome- DNA
ら抽出した．実際には，種子生産や米の流通関係者が識別業務を行うことが予想され，穀
粒から抽出した を使用することになると考えられる．吉田ら (注：平成 年度兵DNA 10





法 ( ) ，およびその改変法や市販されている 抽CTAB Murray and Thompson 1980 DNA
出キットが使用されているが， 法は操作手順が多く時間がかかる．また， 抽CTAB DNA







14 20品種を中心に 品種登録申請中の栃木７号 および栃木酒 号 (酒造好適米) 等 合計， ， ，
- -22
品種についての 分析による品種識別技術を確立した． 条件は，鋳型 をRAPD PCR DNA
／μＬとし，熱変性を ℃で 分後， ℃で 分間，アニーリングを ℃で 分5ng 94 3 94 1 44 1
間， ℃を 分間で サイクルとして サイクル行い，伸長反応を ℃で 分間行う72 2 1 40 72 2
のが最も好適な条件であった．これらの品種識別は 種類のランダムプライマーを用い7

























， ， ，栃木県のコムギ生産は 年には作付面積が 収穫量が であったが1997 2130ha 8690t











12 4 RAPD：平成 年度福岡県農業総合試験場成果情報) が福岡県内の主要 品種について
分析で実施しているのみである．


















春のかがやき 西海168号(きぬいろは)/関東100号(ﾊﾞ ﾝﾄﾞ ｳﾜｾ) 群馬県農業技術センター
きぬの波 関東107号/関東100号(ﾊﾞ ﾝﾄﾞ ｳﾜｾ) 群馬県農業試験場
つるぴかり 関東100号(ﾊﾞ ﾝﾄﾞ ｳﾜｾ)/関東107号 群馬県農業総合試験場














小麦農林 号は 年に佐賀県農業試験場において育成された古い品種であるが，61 1945
育成した佐賀県では 年に奨励品種から廃止した．よって，原種の提供を受けられな1995
いことから，現在も奨励品種として採用している県は独自に原々種，原種を長期間に渡り
． ， ，維持している そのため 採種条件の違いにより変異が生じていると考えられることから
現在も奨励品種として採用しており，佐賀県が奨励品種から廃止した時に原々種の譲渡を
受け最も近い福岡県を始め，関東地域の採用県から種子を収集し供試した．
( ) の抽出2 DNA
3 4 0.1g MagExtractorポットに栽培したムギの第 ～ 葉の生葉身 から，水稲と同様に
抽出キット (東洋紡績株式会社) ，および同社製自動核酸抽出装-Plant Genome- DNA
置 ( － ) を用いて抽出を行った．MFX 2000
( ) 分析による品種識別3 RAPD
DNA 1 10TE 10ng L DNA抽出した は， ／ バッファーを用いて， ／μ に調製し，鋳型
1 L PCR 7.8 0.8 dNTP量として μ 使用した． 反応液はランダムプライマー μＭを μＬ，
2.5 1 1.25混合液 ｍＭ (タカラバイオ社) を μＬ 反応バッファー (タカラバイオ社) を，
μＬおよび (タカラバイオ社) に滅菌蒸留水を加え μＬとした． 増rTaq 0.5unit 12 PCR
幅は，サーマルサイクラー － ( 社) を用い，熱DNA Engine Tetrad PTC 225 MJ Japan
変性を ℃で 分後， ℃で 分間，アニーリングを ℃で 分間， ℃で 分間95 3 95 1 44 1 72 2
1 40 72 2 DNAを サイクルとして サイクル行い，伸長反応を ℃で 分間行った．増幅した
は ％アガロースゲルを用い Ｖの電圧で約 分間の電気泳動を行った．電気泳動1.5 100 90
30 AE後のアガロースゲルをエチジウムブロマイド溶液で 分間染色後，デンシトグラフ
－ － (アトー社) を用い 増幅産物を確認し，バンドの有無による 多6920 FX PCR DNA
型を検出して品種識別を行った．
品種識別のためのプライマーは，大坪ら ( )，吉橋ら ( ) ，森ら ( )，1997 1999 2001
ら ( ) および内村ら ( ) 等を参考に，水稲，オオムギで多型を示Kuczyńska 2001 2004a
すと報告されている プライマーを選定した．そのうち， プライマーは 量体 (オ28 24 10
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ペロン社)， プライマーは 量体 (日本ジーン社) である．4 12
結 果
供試した プライマーの内， および の プライマーで増幅が見られな28 OPB2 OPD10 2
かった．残り プライマーの中で増幅の劣るバンドも含め，合計 バンドが検出でき26 207
た．これらのバンドの内，再現性があったのは バンドであった．品種間の 多型153 DNA
が認められたのは プライマーで バンドであった． 多型が認められたランダム14 37 DNA
， ， ． ，プライマーについては 再現性の確認のため 最低 回 多型を確認した その結果2 DNA
明瞭かつ再現性の高い多型を マーカーとした．得られた マーカーは プラDNA DNA 14
イマーにおいて 種類に絞られた (第 表)．これらの マーカーの内，プライマー23 4 DNA
を用いて増幅した の マーカーは小麦農林 号のみにバンドが出るOPG6 1500bp DNA 61
DNA A08ポジティブな品種特異的マーカーであった．また，ネガティブな マーカーでは
の がしゅんように， の がユメセイキのみに特異的に現れなかった．300bp A09 1400bp
さらに， ， ， ， ， の 種類のランダムプライマーで増幅OPA11 OPD18 OPG16 A01 A09 5
された マーカーを用いることによって，供試した 品種すべてを識別することができ6 17
た (第 図)．第 表に○印を付けて示したのがこれらのプライマーおよび マーカ5 4 DNA
DNAーの長さである．これらの識別マーカーについては、同一品種の異なる植物体から
を抽出し、同一条件で 分析を行い再現性について確認を行った．また， プライRAPD 5
マーの塩基配列を第 表に示した．5
小麦農林 号については，県の系統間で 種類の マーカーにより多型が認めら61 2 DNA





プライマー名 OPB18OPC4 OPD18 OPG6OPG13 OPS13 A01
ﾏｰｶｰ長(bp) 1600 600 1250 480 1200 2200 750 1200 420 1500 1000 900 700 750 1050 1000 1100 1400 500 300 1400 980 630
識別セット ○ △ ○ ○ ○ ○ ○ △
 小麦農林61号 (福岡県) 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1
小麦農林61号 (茨城県) 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0
小麦農林61号 (群馬県) 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1
小麦農林61号 (埼玉県) 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0
小麦農林61号 (千葉県) 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0
小麦農林61号 (東京都) 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0
小麦農林61号 (静岡県) 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0
小麦農林61号 (栃木県) 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0
イワイノダイチ 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0
タマイズミ 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0
春のかがやき 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0
きぬの波 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0
つるぴかり 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0
ダブル８号 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0
シラネコムギ 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0
あやひかり 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0
農林26号 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0
キヌヒメ 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0
ユメセイキ 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0
フウセツ 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0
しゅんよう 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0
ユメアサヒ 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0
バンドウワセ 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0









ー (200bp DNA ladder) ，2.小麦農林61号(福岡県)，3.同(茨城県)，4.同(群馬県)，5.同(埼






























， ， ， ，Ｍ.サイズマーカー (200bp DNA ladder) 1.福岡県産 2.茨城県産 3.群馬県産
4.埼玉県産，5.千葉県産，6.東京都産，7.静岡県産，8.栃木県産．
矢印が多型.
Ｍ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ｻｲｽﾞ
(bp)
10 0 0















大坪ら ( ) はイネの品種識別マーカーを開発する際，当初， 品種を識別するた1997 10
めに プライマーを検討した．筆者はこれまでの品種識別に関する文献を参考に多型600









， ．し 一般的に 分析は他の マーカーに比較して再現性が低いと言われているRAPD DNA
水稲では大坪ら ( ) や小笠原ら ( ) が， 化することにより視認性を高め，2002 2000 STS
さらに，マルチプレックス化することによって操作回数を減らし簡便化することにより，






では 抽出は，生葉身から市販の 抽出キットを用いて行った．実際には，種子DNA DNA
生産やムギ類の流通関係者がこの識別業務を行うことが予想され，より簡便で安価な方法
で を抽出する必要がある．イネの葉からの抽出では超簡単 抽出法 (池田らDNA DNA
) が開発されている．バレイショでも葉から簡易に を抽出する方法が開発され2000 DNA





，収穫量が であったが， 年には作付面積が ，収穫量が ま61ha 261t 2003 2370ha 10100t
で増加した．二条オオムギは主にビール醸造用であり， 年に作付面積が ，1999 9320ha






ムギ品種の マーカーを利用した品種識別については， ら ( ) が主DNA Turuspekov 2001
要精麦用オオムギを 分析で，内村ら ( ) が二条オオムギで 分析を行っSSR 2004a CAPS
ているに過ぎない．
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第 表に示した (農業技術協会 )．6 2003
関東二条 号は雑種第 代であり，品種に向けて検討しているものの マーカー35 13 DNA
開発のために供試できる程度まで固定が完全であるか検討していないことから，系統育種
法で維持してきた雑種第 世代での 個体由来の 系統を供試した．11 1 5
( ) の抽出2 DNA
コムギと同じ方法で抽出を行った．
( ) 分析による品種識別3 RAPD
抽出した は， ／ バッファーを用いて ／μ に調製し，鋳型 量DNA 1 10TE 5ng L DNA
として μ 使用した．プライマー， 反応液， 増幅，電気泳動，およびアガロ1 L PCR PCR
AE 6920 FXースゲルの染色はコムギと同じ方法を用いた 染色後 デンシトグラフ － －． ，
(アトー社) を用い 増幅産物を確認し，バンドの有無による 多型を検出して品PCR DNA
種識別を行った．
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麦種 品種名 交配組合せ 育成地
関東二条35号 大系R4224/関東二条29号 栃木県農業試験場栃木分場
ミカモゴー ルデン 南系B4718/新田二条１号(はるな二条) 栃木県農業試験場栃木分場
スカイゴー ルデン 関東二条25号/栃系216 栃木県農業試験場栃木分場
二条 あまぎ二条 ふじ二条/成城17号 キリンビ ルー(株)
オオムギ なす二条 成系5/5-3//成系５ キリンビ ルー(株)
みょうぎ二条 栃系144(ﾐｻﾄｺﾞ ｰﾙﾃﾞ ﾝ)/やす系50(さつきばれ) サッポロビー ル(株)
タカホゴー ルデン 大系R2068/栃系144(ﾐｻﾄｺﾞ ｰﾙﾃﾞ ﾝ) 栃木県農業試験場栃木分場
きぬか二条 83SBC27/吉系8(ﾆｼﾉｺﾞ ﾙｰﾄﾞ ) キリンビ ルー(株)




六条 カシマムギ 北関東皮3号/ムサシノムギ 農事試験場
オオムギ マサカドムギ Ea52/関東皮53号 農業研究センター
さやかぜ 関東皮70号/関東皮68号(すずかぜ) 農業技術研究機構作物研究所
すずかぜ 鴻系RB3017-5/関系b316 農業研究センター
ファイバー スノウ 東山皮85号/東山皮86号 長野県農事試験場
セツゲンモチ 弥富モチ/東山皮83号//東山皮82号 長野県農事試験場





供試した プライマーの内，コムギと同じ プライマーで増幅が見られなかった．残28 2
り プライマーの中で増幅の劣るものも含め，合計 バンドが検出できた．これらの26 246
バンドの内，再現性があったのは バンドであった．品種間の 多型が認められた156 DNA
のは プライマーで バンドであった． 多型が認められたランダムプライマーに16 64 DNA
2 DNA DNAついては 最低 回 多型を確認した その結果 明瞭かつ再現性の高い多型を， ． ，
マーカーとした．得られた マーカーは プライマーにおいて 種類に絞られたDNA 16 33
(第 表)．関東二条 号の供試した系統間で多型は認められなかった．雑種第 世代7 35 13
156 35であるが バンドで多型が見られなかったことから 今回の結果からでは 関東二条， ， ，
号はほぼ固定していると推察された．以下，関東二条 号については 品種として記述35 1
DNA OPD2 2100bp DNAする．これらの マーカーの内， を用いて増幅した で得られた
マーカーは関東二条 号にのみ， の はイチバンボシのみにバンドが現れる35 A08 1000bp
ポジティブマーカーであった．ネガティブな マーカーでは， の がシDNA OPG5 350bp
， ． ，ュンライにのみ の があまぎ二条にのみ現れなかった のOPG6 1500bp OPB1 1900bp
および の で得られた マーカーは二条オオムギ品種にのみバンドが現OPG16 850bp DNA
れた．逆に の は二条オオムギ以外にバンドが現れる マーカーであっOPG16 750bp DNA
た． の および で得られた多型は二条オオムギのスカイゴールデンのA01 1200bp 1050bp
みと二条オオムギ以外の品種にバンドが現れた．
さらに， ， ， ， ， ， の 種類のランダムプライマOPA11 OPD12 OPM2 OPT16 A01 A08 6
ーで増幅された マーカーを用いることによって，供試した 品種すべてを識別するこ9 19
7 7 DNAとができた (第 図) 第 表に○印を付けて示したのがこれらのプライマーおよび．
マーカーの長さである．これらの識別マーカーについては、コムギと同様の方法で再現性
について確認した．また， プライマーの塩基配列を第 表に示した．6 8
考 察
- -37
プライマー名 OPA11 OPB1 OPC4 OPD18 OPG5 OPT8
ﾏｰ ｶｰ長(bp) 800 1900 1000 2100 900 580 980 350 1250 800 930 350 1500 950 550 450 1200 1100 850 750 780 680 1200 1900 1300 1300 1200 1050 1600 1300 1100 1050 1000
識別セット ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
関東二条３５号 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0
ミカモゴールデン 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0
スカイゴールデン 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0
あまぎ二条 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0
なす二条 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0
みょうぎ二条 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0
タカホゴールデン 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0
きぬか二条 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0
はるな二条 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0
シュンライ 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0
東山皮101号 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0
ミノリムギ 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0
カシマムギ 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0
マサカドムギ 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0
さやかぜ 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0
すずかぜ 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0
ファイバースノウ 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0
セツゲンモチ 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0




OPD2 OPD5 OPD12 OPG6 OPG13 OPG16 OPM2 OPT16 A01 A08
- -38
19 DNA.第７図 供試したオオムギ 品種を識別できる６種類のランダムプライマーで検出される
図の下にランダムプライマー名を示す．図はいずれも左のレーン 番目から， サイズマーカー1 1.
200bp DNA ladder 2. 35 -1 3. 35 -2 4. 35 -3 5. 35( ) 関東二条 号 関東二条 号 関東二条 号 関東二条， ， ， ，
-4 6. 35 -5 7. 8. 9. 10. 11.号 関東二条 号 ミカモゴールデン スカイゴールデン あまぎ二条 なす二条， ， ， ， ， ，
12. 13. 14. 15. 16. 101みょうぎ二条 タカホゴールデン きぬか二条 はるな二条 シュンライ 東山皮， ， ， ， ，
号， ミノリムギ， カシマムギ， マサカドムギ， さやかぜ， すずかぜ， ファイバ17. 18. 19. 20. 21. 22.





1 0 0 0
1 00 0




















1997 10先に述べたように 大坪ら ( ) はイネの品種識別マーカーを開発する際 当初， ， ，
品種を識別するために プライマーを検討した．筆者はこれまでの品種識別に関する600
文献を参考に多型の出る可能性が高いランダムプライマーを使用した．その結果， プ28
． ，ライマーでオオムギ 品種を識別できるランダムプライマーセットを選定できた また19
， ．二条オオムギの関東二条 号は 雑種第 代であるが系統間で多型はみられなかった35 13
































全品種について 多型のデータ (第 表) を用いてクラスター分析を行い，品種間DNA 4
の距離をデンドログラムにより視覚化した． マーカーにより検出した 多型のRAPD DNA
PCR 1 0 DNAデータは 増幅産物が現れた場合を 無い場合を とした 数値化した， ‘ ’， ‘ ’ ．
多 型 の 全 デ ー タ を ， そ の ま ま 青 木 に よ る プ ロ グ ラ ム （ 注 ：
） に入力し，正規化せずユークリッドhttp://aoki2.si.gunma-u.ac.jp/Mokuji/index2.html
距離を求め，群平均法 ( ) によるクラスター分析 (奥野ら ， ) を行っUPGMA 1971 1976
た．
結 果
種類のマーカー (第 表) より計算したコムギのクラスター分析の結果として得ら23 4
- -42
れたデンドログラムを第 図に示した．その結果，大きく つのクラスターに分類され8 2









れなかったが，硬質粒品種のダブル 号，ユメアサヒ，およびニシノカオリは カ所に8 1
集中した． クラスターの中で最も遠い位置にあるしゅんようは東北農業試験場の系統がB










号由来のイワイノダイチと春のかがやきが つのクラスターに含まれ，関東 号由来1 107

































田・吉田 ( ) は，西海系統 品種相互間の近縁係数に基づいてクラスター分析を1996b 16




小麦農林 号は収集した県の間で多型がみられ， つのクラスターに分けられた．水61 3
稲では，川島・勝股 ( ) がホウネンワセ，コシヒカリおよびたかね錦を用いた純系1961
維持のための研究を実施し，その中でこれらの普及に移されている品種でも完全に固定は
しておらず そのため 二次選抜も必要であることを明らかにしている また 畠山ら (注， ， ． ，
：昭和 年度千葉県原種農場試験成績書) は 県からコシヒカリを収集し特性を調査60 22
し，穂長，着粒数，出穂期等で地域的に異なる傾向がみられたとしている．小麦では西尾
ら ( ) が奨励品種としている各県から小麦農林 号の種子を取り寄せ，採種地の相1973 61
違と形質変異との関係を検討している．その結果，主成分分析による系統分類に関与した
形質に出穂期，千粒重および 株穂数があり， ～ の形質について表現型および遺伝子1 1 2
61型に差異を認めたが その変異は微働遺伝子による範囲内であるとしている 小麦農林， ．
号は育成地である佐賀県では 年に奨励品種から廃止した．そこで，供試した各県の1995
原々種や原種の維持は長期間に渡り各県独自に行われており，異なる地域と方法で選抜・
淘汰されてきたと考えられる．西尾ら ( ) によると，各県の原々種導入経路は千葉1973
県が 年に九州農業試験場から，東京都が 年に埼玉県から入手した以外は，年1953 1954
度は異なるものの佐賀県から直接入手している．埼玉県が 年，福岡県が 年，1947 1948
静岡県と栃木県が 年，群馬県が 年，茨城県が 年であり， マーカー1952 1953 1956 DNA




































コムギと同様な方法で，全品種について 多型のデータ (第 表) を用いてクラスDNA 7
ター分析を行った．
結 果
種類のマーカー (第 表) より計算したオオムギのクラスター分析の結果として得33 7
られたデンドログラムを第 図に示した．オオムギの品種は大きく つのクラスターに9 2
分類された．二条オオムギと裸ムギを含む六条オオムギのクラスターである．二条オオム









































分析で解析した ら ( ) の結果と類似している．二条オオムギの関SSR Turuspekov 2001






条・六条・裸オオムギを含むオオムギ 品種について 分析による品種識別技術を19 RAPD
開発した．これらの品種識別はコムギでは 種類のランダムプライマーを用いて を5 DNA
増幅した後， ％アガロースゲルで電気泳動しエチジウムブロマイド溶液で染色し，現1.5
れた 種類の マーカーの多型を確認することで可能であった．オオムギでは 種類6 DNA 6
のランダムプライマーで現れた 種類の マーカーの多型を確認することで可能であ9 DNA
った． 年育成の古い品種である小麦農林 号は原種の採種地により多型が認めら1945 61









する手法である．近縁係数の算出はコムギ (水田・吉田 ) およびビールオオムギ1996b
品種 (水田ら ) では系譜図のデータベースが入力されている推論型コンピュータ1996a
言語の を用いることにより，迅速かつ簡単にできるようになっている．さらに，Prolog
このプログラムおよびこれを利用したデータデースは従来 － 上での処理系で実MS DOS




を求め，遺伝的相似度を算出する方法である． ら ( ) はコムギを用いて遺伝Smile 2002
的距離と品種の系譜図からみた祖先の共通な割合とを比較し，良く一致したと報告してい







た マーカー数 (以下，同一マーカー数と記す) を計算した．さらに品種間のマーカDNA


















多型のデータは供試したコムギ 品種間について， マーカーにより検出DNA 17 RAPD
した 種類の 多型で， 増幅産物がある，つまり，品種にその マーカー23 DNA PCR DNA
が現れた場合を“ ，現れない場合を“ ”とした (第 表)．ある 品種と他の 品種1 0 4 1 1”
で同じく現れたＤＮＡマーカーの数を同一マーカーとしてすべての品種相互間で計算し






＝－ ［∑ × ］／√［ ∑ ）×（∑ ］D ln p p p p１ｉ ２ｉ １ｉ ２ｉ（ ）２ ２
ここで ； 集団１ 品種１ の 遺伝子座の遺伝子型の頻度 ； 集団２ 品， （ ） ， （p i p１ｉ ２ｉ
種２）の 遺伝子座の遺伝子型の頻度である．計算には， によるプログラムi Felsenstein
(注： )を用いて行った．PHYLIP http://evolution.gs.washington.edu/phylip.html
( ) 近縁係数4
2 X Y r 2 Z n1 n2自殖作物の 個体 ， 間の近縁係数， ，は 個体間の共通祖先を とし， ，XY
を ， からそれぞれ へさかのぼる世代数とすると，X Y Z
ｎ １＋ｎ２r = 1/2ＸＹ ∑( )
で求められる（酒井 ．ここで∑は共通祖先へさかのぼる全経路の和を示す．1957）














No. 品種名 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1 小麦農林61号
2 イワイノダイチ 17
3 タマイズミ 17 19
4 春のかがやき 16 22 18
5 きぬの波 13 15 17 14
6 つるぴかり 13 17 19 18 15
7 ダブル８号 9 13 13 14 13 17
8 シラネコムギ 14 14 14 15 14 18 18
9 あやひかり 17 21 21 20 17 17 11 12
10 小麦農林26号 12 18 14 17 16 14 14 15 16
11 キヌヒメ 19 19 21 18 17 17 11 14 21 14
12 ユメセイキ 11 15 15 14 17 13 13 14 15 18 13
13 フウセツ 12 16 14 17 14 16 14 15 16 19 14 14
14 しゅんよう 10 10 12 11 12 14 14 15 10 13 10 12 15
15 ユメアサヒ 13 13 11 12 15 13 17 18 11 14 13 13 12 10
16 バンドウワセ 18 18 16 19 14 16 12 15 16 13 18 12 15 11 14
17 ニシノカオリ 13 13 13 12 11 11 17 14 13 14 11 15 14 14 15 10








との関係について第 図に示した．全品種相互間での相関係数は ＝ と ％水準10 r 0.518 1
で有意であった．秋播性程度の高い系統“秋 ”を交配親に用いたイワイノダイチと他品9
種の組合せに限った場合の相関係数は， ＝ と高くなった．r 0.904




様の傾向であった．品種間の近縁係数は から に分布していたが，ダブル 号と0.02 0.75 8
シラネコムギ間で ，春のかがやきとバンドウワセ間で と高かった以外は 以0.75 0.69 0.6
下であった (第 表)．10
近縁係数と遺伝的距離 との相関係数を求めた (第 表，第 図)．全品種相互間のD 10 11
組合せによる場合では， ＝－ で ％水準の有意な相関が認められた．イワイノダr 0.511 1

























品種名 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1 小麦農林61号 0.30 0.30 0.36 0.57 0.57 0.94 0.50 0.30 0.65 0.19 0.74 0.65 0.83 0.57 0.25 0.57
2 イワイノダイチ 0.38 0.19 0.04 0.43 0.30 0.57 0.50 0.09 0.25 0.19 0.43 0.36 0.83 0.57 0.25 0.57
3 タマイズミ 0.39 0.30 0.25 0.30 0.19 0.57 0.50 0.09 0.50 0.09 0.43 0.50 0.65 0.74 0.36 0.57
4 春のかがやき 0.33 0.55 0.34 0.50 0.25 0.50 0.43 0.14 0.30 0.25 0.50 0.30 0.74 0.65 0.19 0.65
5 きぬの波 0.23 0.30 0.27 0.45 0.43 0.57 0.50 0.30 0.36 0.30 0.30 0.50 0.65 0.43 0.50 0.74
6 つるぴかり 0.23 0.30 0.27 0.45 0.58 0.30 0.25 0.30 0.50 0.30 0.57 0.36 0.50 0.57 0.36 0.74
7 ダブル８号 0.22 0.10 0.11 0.10 0.07 0.07 0.25 0.74 0.50 0.74 0.57 0.50 0.50 0.30 0.65 0.30
8 シラネコムギ 0.29 0.14 0.14 0.13 0.09 0.09 0.75 0.65 0.43 0.50 0.50 0.43 0.43 0.25 0.43 0.50
9 あやひかり 0.22 0.44 0.22 0.45 0.45 0.45 0.07 0.09 0.36 0.09 0.43 0.36 0.83 0.74 0.36 0.57
10 小麦農林26号 0.25 0.37 0.25 0.40 0.42 0.42 0.07 0.09 0.51 0.50 0.25 0.19 0.57 0.50 0.57 0.50
11 キヌヒメ 0.47 0.35 0.30 0.25 0.18 0.18 0.19 0.25 0.21 0.23 0.57 0.50 0.83 0.57 0.25 0.74
12 ユメセイキ 0.18 0.22 0.16 0.25 0.41 0.41 0.05 0.07 0.42 0.38 0.14 0.50 0.65 0.57 0.65 0.43
13 フウセツ 0.34 0.28 0.21 0.29 0.23 0.23 0.09 0.12 0.23 0.23 0.21 0.25 0.43 0.65 0.43 0.50
14 しゅんよう 0.06 0.09 0.07 0.10 0.08 0.08 0.02 0.03 0.07 0.09 0.05 0.05 0.06 0.83 0.74 0.50
15 東山38号 0.15 0.28 0.14 0.27 0.15 0.15 0.05 0.06 0.22 0.19 0.13 0.11 0.13 0.04 0.50 0.43
16 バンドウワセ 0.34 0.41 0.40 0.69 0.58 0.58 0.10 0.13 0.28 0.31 0.22 0.24 0.28 0.11 0.20 0.83
17 ニシノカオリ 0.11 0.16 0.11 0.14 0.10 0.10 0.05 0.06 0.13 0.14 0.14 0.07 0.09 0.03 0.12 0.10
遺伝的距離平均 0.52 0.37 0.39 0.38 0.46 0.41 0.53 0.44 0.40 0.43 0.41 0.50 0.45 0.66 0.55 0.46 0.57
近縁係数平均 0.26 0.29 0.23 0.32 0.29 0.29 0.13 0.16 0.28 0.27 0.22 0.21 0.20 0.07 0.15 0.31 0.10



















0.511 r－ の有意な相関が認められた イワイノダイチの他品種との相関係数は最も高く． ，












なお，遺伝的距離 と同一マーカー数との関係をみるため，両者の相関を第 表に示D 11












品種名 遺伝的距離平均 同一マーカー平均 相関係数
小麦農林61号 0.518 14.0 -0.994
イワイノダイチ 0.367 16.3 -0.993
タマイズミ 0.389 15.9 -0.996
春のかがやき 0.377 16.1 -0.995
きぬの波 0.461 14.6 -0.998
つるぴかり 0.405 15.5 -0.997
ダブル８号 0.530 13.8 -0.994
シラネコムギ 0.437 14.9 -0.998
あやひかり 0.398 15.9 -0.994
小麦農林26号 0.432 15.1 -0.998
キヌヒメ 0.412 15.6 -0.995
ユメセイキ 0.504 14.0 -0.997
フウセツ 0.446 14.8 -0.997
しゅんよう 0.657 12.1 -0.999
ユメアサヒ 0.554 13.4 -0.995
バンドウワセ 0.457 14.8 -0.996







されている．また，大里・吉田 ( ) によれば，水稲で福岡県農業総合試験場育成系1996
統を供試し，コシヒカリを祖先に持つ系統とコシヒカリとの近縁係数を算出し， か0.404
ら に分布したとしている．今回最も高い近縁係数を示したのは，コムギでは春のか0.783
































DNA 19 RAPD 33多型のデータは供試した 品種間について， マーカーにより検出した
種類の 多型で， 増幅産物がある，つまり，品種にその マーカーが現れたDNA PCR DNA








られた．二条オオムギ間では同一マーカー数は の内の から であり，六条オオム33 23 30
18 30 6 20ギ間でも から であった それに対し 二条オオムギと六条オオムギ間では から． ，
- -61
マーカー数は全部で 個．33
No. 品種名 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
1 関東二条35号
2 ミカモゴールデン 25
3 スカイゴールデン 23 27
4 あまぎ二条 23 27 23
5 なす二条 27 27 23 23
6 みょうぎ二条 23 29 27 23 25
7 タカホゴールデン 21 27 25 23 23 29
8 きぬか二条 23 29 25 27 25 27 25
9 はるな二条 24 32 28 26 28 30 28 30
10 シュンライ 11 13 17 13 13 15 15 17 14
11 東山皮101号 18 14 18 14 20 16 16 16 15 22
12 ミノリムギ 13 15 19 15 15 17 17 19 16 31 24
13 カシマムギ 10 10 14 12 12 14 16 12 11 22 25 24
14 マサカドムギ 12 10 14 6 14 12 16 8 11 18 23 18 25
15 さやかぜ 14 10 14 8 16 12 14 10 11 20 25 20 25 29
16 すずかぜ 13 9 13 7 15 13 13 9 10 21 24 21 26 28 32
17 ファイバースノウ 14 12 16 12 16 14 14 16 13 28 27 28 23 21 23 24
18 セツゲンモチ 13 15 19 15 15 17 15 19 16 29 26 29 24 18 20 21 30
19 イチバンボシ 18 14 18 14 20 16 18 14 15 18 29 20 23 23 25 24 23 22








での相関係数は ＝ と ％水準で有意であった．六条オオムギを祖先に持つスカイr 0.731 1
ゴールデンと他品種間の組合せでの相関係数は， ＝ と高くなった．r 0.805
遺伝的距離 の計算結果を第 表に示した．二条オオムギ品種間では ～ ，D 13 0.03 0.45
六条オオムギ品種間では ～ であるのに対し，二条オオムギ品種と六条オオムギ0.03 0.61
品種間では ～ と遺伝距離 は遠くなった．これらは同一マーカー数から得た0.50 1.19 D
結果とほぼ同様の傾向であった．
近縁係数は，全品種間では から とコムギや六条オオムギよりも高い傾向がみ0.10 0.78
られた (第 表)．特に，はるな二条ではミカモゴールデンとの間で ，みょうぎ二13 0.62
条との間では ，きぬか二条とでは と高い近縁係数がみられた．六条オオムギの0.75 0.78
品種間での近縁係数は から であった．シュンライとミノリムギおよびファイバ0.02 0.69
ースノウでいずれも と高かったが，他はほとんどが 以下であった．二条オオム0.69 0.50
ギ品種と六条オオムギ品種間の近縁係数は から と低かった．0.00 0.13
近縁係数と遺伝的距離 との相関係数を求めた．計算結果を第 表および第 図にD 13 13
示した．全品種相互間の組み合わせでの場合は， ＝－ で ％水準の有意な相関がr 0.659 1





















品種名 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
1 関東二条35号 0.28 0.36 0.36 0.20 0.36 0.45 0.36 0.32 1.10 0.61 0.93 1.19 1.01 0.86 0.93 0.86 0.93 0.61
2 ミカモゴールデン 0.40 0.20 0.20 0.20 0.13 0.20 0.13 0.03 0.93 0.86 0.79 1.19 1.19 1.19 1.30 1.01 0.79 0.86
3 スカイゴールデン 0.19 0.17 0.36 0.36 0.20 0.28 0.28 0.16 0.66 0.61 0.55 0.86 0.86 0.86 0.93 0.72 0.55 0.61
4 あまぎ二条 0.38 0.23 0.10 0.36 0.36 0.36 0.20 0.24 0.93 0.86 0.79 1.01 1.70 1.42 1.55 1.01 0.79 0.86
5 なす二条 0.34 0.36 0.14 0.24 0.28 0.36 0.28 0.16 0.93 0.50 0.79 1.01 0.86 0.72 0.79 0.72 0.79 0.50
6 みょうぎ二条 0.47 0.50 0.20 0.27 0.41 0.13 0.20 0.10 0.79 0.72 0.66 0.86 1.01 1.01 0.93 0.86 0.66 0.72
7 タカホゴールデン 0.48 0.50 0.20 0.22 0.39 0.67 0.28 0.16 0.79 0.72 0.66 0.72 0.72 0.86 0.93 0.86 0.79 0.61
8 きぬか二条 0.41 0.47 0.17 0.28 0.35 0.50 0.51 0.10 0.66 0.72 0.55 1.01 1.42 1.19 1.30 0.72 0.55 0.86
9 はるな二条 0.59 0.62 0.24 0.27 0.49 0.75 0.78 0.64 0.86 0.79 0.72 1.10 1.10 1.10 1.19 0.93 0.72 0.79
10 シュンライ 0.01 0.00 0.09 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.41 0.06 0.41 0.61 0.50 0.45 0.16 0.13 0.61
11 東山101号 0.01 0.00 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.22 0.32 0.28 0.36 0.28 0.32 0.20 0.24 0.13
12 ミノリムギ 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.69 0.23 0.32 0.61 0.50 0.45 0.16 0.13 0.50
13 カシマムギ 0.01 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 0.26 0.03 0.28 0.28 0.24 0.36 0.32 0.36
14 マサカドムギ 0.00 0.00 0.04 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.15 0.02 0.18 0.13 0.16 0.45 0.61 0.36
15 さやかぜ 0.04 0.04 0.08 0.03 0.03 0.04 0.03 0.03 0.03 0.04 0.14 0.03 0.20 0.18 0.03 0.36 0.50 0.28
16 すずかぜ 0.07 0.07 0.11 0.05 0.06 0.07 0.06 0.05 0.06 0.05 0.10 0.03 0.19 0.05 0.54 0.32 0.45 0.32
17 ファイバースノウ 0.01 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.69 0.38 0.54 0.06 0.04 0.05 0.06 0.10 0.36
18 セツゲンモチ 0.01 0.00 0.07 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.42 0.19 0.52 0.03 0.02 0.03 0.04 0.37 0.41
19 イチバンボシ 0.03 0.02 0.07 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.03 0.01 0.02 0.01 0.03 0.04 0.03 0.02
遺伝的距離平均 0.62 0.60 0.50 0.70 0.52 0.53 0.52 0.57 0.56 0.58 0.47 0.50 0.62 0.71 0.64 0.66 0.54 0.50 0.51
近縁係数平均 0.19 0.19 0.12 0.12 0.16 0.22 0.21 0.19 0.25 0.13 0.10 0.12 0.06 0.04 0.09 0.09 0.13 0.09 0.02






















た．オオムギではコムギに比較して 軸に偏る傾向があった．また近縁係数が でもあX 0
るにもかかわらず同一マーカー数が から に並んでいる場合があったが，これは二条6 20
オオムギと六条オオムギで系譜図上では同じ祖先品種が無いが，共通の祖先が実際には存
在していたことを示している．
次に，近縁係数と遺伝的距離 との関係をみると，全品種相互間での値の場合， ＝－D r
の有意な相関が認められた (第 図)．スカイゴールデンは六条オオムギの耐病性0.659 13
， ．を導入した二条オオムギ品種で 他品種と遺伝的背景が似通った部分があると考えられる
スカイゴールデンと他品種との組み合わせでの相関係数をみると， ＝－ と高い値r 0.770
であった．前述したとおり，オオムギの場合はコムギと異なり， 軸に沿って分布していX
． ， ，る傾向がみられた これは マーカーで推定した遺伝的距離が近いにもかかわらずDNA
系譜上の類縁関係は近いものから遠いものまで分布していることを示している．系譜上で
は共通祖先のない二条オオムギと六条オオムギを一緒に比較しているためと考えられる．




なお，遺伝的距離 と同一マーカー数との関係をみるため，両者の相関を第 表に示D 14
した．オオムギでの相関係数はコムギよりやや低いが， ＝－ から－ に分布r 0.975 0.996




品種名 遺伝的距離平均 同一マーカー 平均 相関係数
関東二条35号 0.617 18.1 -0.994
ミカモゴールデン 0.605 18.1 -0.992
スカイゴールデン 0.495 20.2 -0.995
あまぎ二条 0.703 17.3 -0.979
なす二条 0.517 19.8 -0.995
みょうぎ二条 0.526 19.9 -0.995
タカホゴールデン 0.520 19.7 -0.996
きぬか二条 0.569 19.5 -0.985
はるな二条 0.557 19.9 -0.993
シュンライ 0.578 18.7 -0.989
東山皮101号 0.469 20.7 -0.996
ミノリムギ 0.500 20.1 -0.993
カシマムギ 0.621 18.2 -0.996
マサカドムギ 0.707 17.0 -0.975
さやかぜ 0.635 18.2 -0.984
すずかぜ 0.663 17.9 -0.983
ファイバースノウ 0.536 19.7 -0.994
セツゲンモチ 0.497 20.2 -0.994










出した遺伝的距離 からある程度の裏付けがなされ，今回 マーカーで検出した多D DNA
型が存在する染色体領域は，品種育成の過程の選抜や淘汰により大きく偏ることなく，後
代にほぼ均等に分離していったことを示している．内村ら ( ) が国内の二条オオム2004b






















を示す マーカー数と根井の遺伝的距離 を算出した．同一のマーカー数と近縁係DNA D
数の間の相関係数はコムギで ～ ，オオムギでは ～ であった．遺0.581 0.904 0.731 0.805








第５章 分析によるユウガオ ( ) の品種分類RAPD Lagenaria siceraria
かんぴょうの原料となるユウガオは栃木県の特産作物の一つである．その歴史は古く諸







江戸時代から明治時代の生産状況は明らかでないが， 年には作付面積が ，1907 989ha
の生産量であった．昭和 年代には 以上の作付けが続いた (農山漁村文1041t 10 3000ha
化協会 )．近年では， 年の をピークとして，生産者の高齢化，輸入量1989 1978 3040ha
の増大，食生活の変化による消費の減少等により減少し 年には作付面積は と1999 349ha
なった (栃木県 )．2001
ユウガオは 月下旬から 月上旬に育苗ポット等に播種する．発芽適温は ～ ℃3 4 25 28
であるので，ビニル被覆したトンネル内で電熱線等を用いて温度を確保する．定植地は肥
沃で排水性の良い圃場を選定し，地温が ℃以上になる 月上旬以降に定植する．栽植15 5
， ， ， ， ，距離は畦幅 株間 ～ とし 当たりの施肥量は 堆肥 苦土炭カル6m 2 2.5m 10a 2t 100kg
20 25kg 25 30kg 20 25kg 5窒素 ～ リン酸 ～ カリ ～ が標準である 生育中 親づるを， ， ． ，




開花後 ～ 日で果実が ～ になった頃である．15 20 5 7kg
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栃木県ではかんぴょうは重要な特産品であることから， 年頃からユウガオの品種1928







)，ゆう太 (高野ら ) を育成した．しかし，生産の急激な減少によりユウガオ1979 1992
の品種育成は縮小の方向にある．現在，育成を担当している栃木分場では，育成品種，在
， ．来種の他 日本国内を始め海外から収集した を超える品種等を維持・保存している150
しかし，労力や予算の縮小にともない大きな負担となってきている．
Lagenariaウリ科のユウガオ属に属しているユウガオを，牧野 ( ) はユウガオ (1989
( ) ( ) )，その変種であsiceraria hispidaMolina Standley var. Thunb. ex Murray Hara
L. siceraria gourda L.るヒョウタン ( ( ) ( ) )，フクベ (Molina Standley var. Ser. Hara


















今まで述べてきたように盛んに行われている．水稲では大坪ら ( ， ) や小笠原1999 2002
・高橋 ( )が，ムギ類では内村ら ( ) が品種識別のための マーカーを開2000 2004a DNA
発している． 分析を用いた分類については，ペレニアルライグラスについて山下RAPD
ら ( ) が，ヤムイモについて林ら ( )が行っているが，ユウガオについて分類し1996 2001
L.た 例 はま だ無 く， ら ( ) が 世界 各国 のヒ ョ ウタ ン (Decker-Walters 2001










栃木県農業試験場栃木分場で保存しているユウガオ 品種とヒョウタン 品種，計14 10
品種を供試した．これらの由来，茎の太さ，果実の形・色，ユウガオとヒョウタンの24




しもつけ晩生 しもつけあお//しもつけしろ/T.143 中 洋梨 白 ユウガオ
しもつけしろ 在来種から純系分離 中 短洋梨～洋梨 白 ユウガオ
しもつけあお 在来種から純系分離 中 短洋梨～洋梨 緑 ユウガオ
ゆう太 しもつけあお/小山在来 太～中 長洋梨～洋梨 白 ユウガオ
野州７号 ゆう太/スイス（センター） 太 長洋梨 白 ユウガオ
小金井在来 県内から収集 中～やや細 洋梨～短洋梨 白 ユウガオ
小山在来 県内から収集 中～やや細 短洋梨～洋梨 白 ユウガオ
二宮在来 県内から収集 やや細 洋梨 緑→白 ユウガオ
上三川在来青 県内から収集 中～やや細 短洋梨～洋梨 緑 ユウガオ
かわちしろ 県内種苗会社から購入 やや細 洋梨 白 ユウガオ
岡山在来 岡山県和郡佐伯町(1966） やや細～中 洋梨～長洋梨 白 ユウガオ
印度かんぴょう（広島） 不明 やや細 短洋梨～洋梨 白 ユウガオ
スイス(ｾﾝﾀｰ) 不明 中～やや細 洋梨～球 白 ユウガオ
マニラ野生種 不明 やや細～中 丸→瓶～円筒 白 ユウガオ
ヒョウタン１８ 青瓢箪/白長(ﾋｮｳﾀﾝ､苦み無) やや細～中 丸→長洋梨～瓶 緑→白縦かすり ヒョウタン
大長ひょうたん岐阜３ 岐阜県から導入 中 長瓢箪～鶴首 白 ヒョウタン
極小千成 不明 細 瓢箪 白 ヒョウタン
中ひょうたんＡ 県内から収集収集したと推測 やや細 瓢箪 白 ヒョウタン
大ひょうたんＡ 県内から収集収集したと推測 やや細 瓢箪 白 ヒョウタン
特大ひょうたん 不明 やや細 瓢箪 白 ヒョウタン
長杓ひょうたん 不明 やや細 鶴首 中 ヒョウタン
イボ瓢箪 不明 やや細 扁珠 緑 ヒョウタン
マダガスカル 不明 やや細 円筒 緑 ヒョウタン





品　種　名 来歴（または両親） 形態的特性 分類
- -75
8各品種は自殖またはきょうだい交配で維持してはいるが 他殖性であることから 各品種， ，
個体を用い品種内の変異も見ようとした．
( ) の抽出2 DNA
4 5 0.1g MagExtractor -Plant Genome-ポットに栽培した株の第 ～ 葉の生葉身 から
抽出キット (東洋紡績株式会社) ，および同社製自動核酸抽出装置 ( － )DNA MFX 2000
を用いて抽出を行った．
( ) 分析による多型検出3 RAPD
抽出した は ／ バッファーを用いて ／μ に調製し，鋳型 量とDNA 1 10TE 5ng L DNA
して μ 使用した． 反応液はランダムプライマー ， 混合液 ｍＭ1 L PCR 6pmol dNTP 2.5
(タカラバイオ社)，反応バッファー (タカラバイオ社) を μＬおよび (タカラ1.25 rTaq
バイオ社) に滅菌蒸留水を加え μＬとした． 増幅は，サーマルサイクラ0.5 unit 12 PCR
ー － ( 社) を用い，同じウリ科のメロンでDNA Engine Tetrad PTC 225 MJ Japan
ら ( ) が用いた ら ( ) の方法を改変し，熱変性を ℃で 分Fukino 2002 Nunome 2001 94 1
間行った後， ℃で 秒，アニーリングを ℃で 分 秒間， ℃で 分間を サ94 30 45 1 30 72 2 1
45 72 5 DNA 1.5イクルとして サイクル行い，伸長反応を ℃で 分間行った．増幅した は
％アガロースゲルを用い Ｖの電圧で約 分間の電気泳動を行った．電気泳動後の100 100
アガロースゲルをエチジウムブロマイド溶液で 分間染色後，デンシトグラフ －20 AE
－ (アトー社) を用い 増幅産物を確認し，バンドの有無により 多型6920 FX PCR DNA
を検出した．
プライマーは， ら ( ) を参考に 種類を供試した．Decker-Walters 2001 44
結 果
供試した プライマーの内， ， ， ， の プライマー45 OPO19 OPAQ3 OPAT2 OPAU16 4
で増幅が見られなかった．残り プライマーで合計 バンドが検出できたが，バンド41 309
が薄くかつ個体間で不規則に現れた バンドは解析不能と判断しデータから除外し134
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(第 図)， バンドでは多型が得られなかった． 多型が認めらたのは プライ16 144 DNA 21
31 DNA 17 16マーで バンドあり，これらを分類のための マーカーとした (第 図，第
表)．
特大ひょうたん，長杓ひょうたん，イボ瓢箪， 産では同一品種内の 個体URUGUAI 8
間で変異が検出され，これら品種でヘテロ接合性が残っていると推定された．それら以外
． ， ， ， ，は品種個体間の変異はなかった マーカーはDNA OPF4 OPW7 OPAQ13 OPAS14
OPAV11 OPAX16 17 1， ． ，および で分離した (第 図) 品種別に見ると 特大ひょうたんで
マーカー，長杓ひょうたん，イボ瓢箪で マーカー， 産で マーカーであっ2 URUGUAI 5
DNA OPF4 500bp 550bp OPW7 650bp OPAQ13た． マーカー別にみると の ，同 ， の ，
の ， の および の で 品種に， の2400bp OPAV11 1700bp OPAX16 1000bp 1 OPAS14
で 品種に見られた．1000bp 4
栃木県内のユウガオ 品種間に多型の現れたマーカーは 種類， ， ，10 4 OPL3 OPL18
， であった．国内産と推測されるユウガオ 品種間では マーカーで多型OPU15 OPY3 12 8
が現れた．ユウガオ 品種間のみに多型の現れた マーカーは 種類であった．14 DNA 11
DNA OPK7 800bp OPL18マダガスカルに特異的な マーカーとして，プライマー で ，
2200bp OPN8 1250bp OPU15 2800bp 0PAF7 2000bp OPAH1 1500bpで で で で で， ， ， ，
にポジティブに現れる 種類と， で に現れないネガティブな 種類が6 OPAQ13 2400bp 1
OPU15 2400bp OPC7 2000bp得られた．また，イボ瓢箪では， で にポジティブな， で
にネガティブな特異的 マーカーが得られた (第 表)．DNA 16







       矢印のバンドは多型無しと判定．
       その他のバンドは判定不能とした．





 マニラ野生種  ヒョウタン１８ 大長ひょうたん岐阜3 極小千成 中ひょうたんＡ M







    図中の実線の矢印は品種内で分離無し，点線の矢印は分離している品種．
    Mは200bp DNA ladder．
 ｽｲｽ(ｾﾝﾀｰ)M
M
 マニラ野生種  ヒョウタン１８ 大長ひょうたん岐阜3 極小千成 中ひょうたんＡ M










プライマー名 C7 J7 K7 L4 M7 N8 W7 Y3 AA19 AC11 AD12 AF7 AQ13 AV11 AX16
品種名　ﾏｰｶｰ長 (bp) 2000 550 500 800 800 410 810 1700 800 1200 1700 2200 500 1250 780 1700 2400 2800 650 300 820 600 1210 2000 450 1500 2400 1000 2200 1700 1000
しもつけ晩生 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
しもつけしろ 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
しもつけあお 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
ゆう太 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
野州７号 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
小金井在来 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
小山在来 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
二宮在来 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
上三川在来青 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
かわちしろ 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
岡山在来 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0
印度かんぴょう(広島) 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
スイス(ｾﾝﾀｰ) 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
マニラ野生種 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
ヒョウタン１８ 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
大長ひょうたん岐阜３ 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
極小千成 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0
中ひょうたんＡ 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
大ひょうたんＡ 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
特大ひょうたん 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 seg. 1 0 1
長杓ひょうたん 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 seg. 1 seg. 0
イボ瓢箪 0 0 seg. 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 seg. 0 1 0
マダガスカル 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0
URUGUAI産 1 seg. 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 seg. 1 1 1 1 0 0 0 seg. seg. 1 0 seg.
多型の現れたDNAマーカーの有無を0  (1品種8個体全てにバンド無し)，1  (1品種8個体全てにバンド有り)，seg. (1品種8個体間で分離) で示す．
プライマー名の頭文字OPは共通なので，省略して記載した．
図中央部，点線より上をユウガオ，下をヒョウタンと分類した．






にコストがかからず簡易に マーカー検索が可能な 分析を用いて同栃木分場DNA RAPD
で育種母本として有望としている中から 品種を供試し分類を試みた．24
ら ( ) は， プライマーを用いて 種類の マーカーを得Decker-Walters 2001 45 64 DNA
ている．それらのマーカーを利用して世界各国から収集したヒョウタンの 品種が識別75
できるとしている．今回の結果では， マーカーが得られたが，多くは導入品種由来特31
異的 マーカーであり，栃木県由来の 品種間で得られたのは マーカーのみであDNA 10 4
った．国内産と推測されるユウガオ 品種間でも マーカーのみであり，ユウガオに関12 8
しては，近縁関係が極めて近いと考えられた．
系譜が明らかとなっている栃木県育成品種では，しもつけしろを母に，タイから導入し
た を父に交配を行い，その雑種第 代を父としてしもつけあおを母とするしもつT.143 1
け晩生 (小熊・藤平 ) は小金井在来と同じ多型を示した．しもつけあおを母に，小1979
山在来を父に用いたゆう太 (高野ら ) は両親および二宮在来，ヒョウタン と同1992 18
じ多型を示した．以上のように，県育成の品種は，一部で系譜と マーカーに関係がDNA



































ンドログラムにより視覚化した． マーカーにより検出した 多型のデータは，RAPD DNA
増幅産物が現れた場合を‘ ，無い場合を‘ ’とした．数値化した 多型の全PCR 1 0 DNA’
http://aoki2.si.gunma-u.ac.jp/Mokuji/データを，そのまま青木によるプログラム（注：
） に入力し，正規化せずユークリッド距離を求め，群平均法 ( ) にindex2.html UPGMA
よるクラスター分析を行った．
結 果
種類のマーカー (第 表) より計算したクラスター分析の結果として得られたデン31 16
ドログラムを第 図に示した．その結果，大きく つのクラスターに分類された．ほと18 4
んどの品種が含まれるクラスター， 産，イボ瓢箪，マダガスカルのみで形成URUGUAI































































． ，手法として マーカーを用いた分類とカタログ化が有効な手段と考えられる そこでDNA
分析で得られたデータを用いてクラスター分析を試みた．RAPD
系譜が明らかとなっている栃木県育成品種では，しもつけしろを母に，タイから導入し
た を父に交配を行い，その雑種第 代を父としてしもつけあおを母とするしもつT.143 1
け晩生 (小熊・藤平 ) は小金井在来と同じクラスターに含まれた．しもつけあおを1979
母に，小山在来を父に用いたゆう太 (高野ら ) は両親および二宮在来，ヒョウタン1992
























考とするため，栃木県育成品種 品種を含むユウガオ 品種とヒョウタン 品種，合5 14 10
計 品種について 分析とクラスター分析を用いて分類を試みた． 種類のラン24 RAPD 44



























した． 品種について， 種類のランダムプライマーを用いて得られた 種類の マ20 7 9 DNA
ーカーの多型を比較することで可能であった．イネ品種の識別法としては， 分析RAPD







大坪ら ( ) は当初， 品種を識別するために プライマーを検討した．それに1997 10 600




マーカーとして選抜した．しかし， マーカーは一般的に他の マーカーDNA RAPD DNA
に比較して再現性が低いと言われている．また，不要なバンドが出て視認性が劣る．今後




， ． ，発される可能性が高く さらに効率的に多型を検出することが必要である そのためには
分析だけではなく， 分析， 分析等も実施する必要性が考えられる．まRAPD AFLP SSR
た，イネで使用している例は少ないが，イチゴ ( ら ) やオオムギ (内村Kunihisa 2003
ら ) の品種識別に利用されている 分析や品種識別を目的とはしていないが2004a CAPS






28 17の出る可能性が高いランダムプライマーを使用した その結果 プライマーでコムギ． ，
品種，オオムギ 品種を識別できるランダムプライマーセットを選定できた．今後出て19
くる新しい品種についても，ここでの情報が有効に利用できると思われる．また，大坪ら
( ) が国内主要 品種を識別した時に多型の現れた 種類のランダムプライマーの1997 10 8






































縁関係から計算した近縁係数は同一の マーカー数や，遺伝的距離 とコムギ，オDNA D
オムギ共に有意な相関関係が認められた．これらの結果は，近縁係数が同一マーカー数や





























ら ( ) は， プライマーを用いて 種類の マーカーを得Decker-Walters 2001 45 64 DNA
， ． ，て 世界各国から収集したヒョウタン 品種が識別できるとしている 今回の結果では75
マーカーが得られたが，多くは導入品種由来特異的 マーカーであり，栃木県由31 DNA
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Studies on the Identification of Main and Special Product Crops Cultivars
in Tochigi Prefecture by DNA Markers
and the Conservation and the Use of Genetic Resources
Shun-ichi Kobayashi
Summary
The objective of this study was to establish the technology to identify paddy rice,
wheat, barley and bottle gourd cultivars by Ramdom Amplified Polymorphic DNA
RAPD analysis to raise the quality of seed, to prevent seed contamination in the( )
foundation seed and the stock seed and to preserve the genetic resources in Tochigi
prefecture.
A total of 20 paddy rice cultivars, including 9 recommended and promising
cultivars in Tochigi prefecture, were studied. They could be identified individually by
the electrophoresis of the DNA fragments amplified by PCR using 7 random primers,
on 1.5 agarose gels and by staining with ethidium bromide.％
A total of 17 wheat and 19 barley cultivars in the Kanto region were examined.
Wheat cultivars could be identified individually by RAPD analysis using 5 randam
primers, followed by the electrophoresis of the DNA fragments on 1.5 agarose gels％
and staining with ethidium bromide. Barley cultivars could be identified individually
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by RAPD analysis using 6 random primers. A polymorphism was observed among
stock seeds collected from various areas in the old wheat cultivar, Norin 61, that was
bred in 1945. No polymorphism was observed among F pedigrees of two-rowed１３
barley, Kanto Nijo 35, showing that it was fixed.
In breeding, understanding of the genetic background is effective for efficient
improvement. The coefficients of parentage between the main cultivars of wheat and
between those of barley were calculated based on their pedigree record. The number
of same DNA markers in RAPD analysis and Nei's genetic distance between these
cultivars were also calculated. The correlation between the coefficient of parentage
～ ～and the number of the same DNA markers was 0.581 0.904 in wheat and 0.731
0.805 in barley. The correlation between the coefficient parentage and Nei's genetic
distance was 0.511 0.892 in wheat and 0.659 0.770 in barley. These－ ～－ － ～－
results show that the genetic codes detected by the molecular markers were neary
equally distributed to the offspring in the breeding process in wheat and barley. The
results also show that although the DNA markers in RAPD analysis are useful, the
rapid estimate of kinship by the coefficient of parentage is still effective. The number
of the same DNA markers in RAPD analysis was highly correlated with Nei's genetic
distance.
Bottle gourd ( ) varieties were classified by RAPD analysis andLagenaria siceraria
cluster analysis to preserve them effectively. A total 24 bottle gourd varieties
including 5 varieties bred by Tochigi prefecture were analyzed. Forty four primers-
produced 31 scoreble, variable RAPD markers within bottle gourd varieties. Only 4
polymorphic markers were produced in 10 varieties derived from Tochigi prefecture. It
suggests that the relationship between these 10 varieties is close. The relationship
between these and introduced varieties was far. For preservation, the varieties
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derived from Tochigi prefecture should be selected by the phenotype. Introduced
varieties has to be preserved for those from wide origin.
